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摘  要: 黑曲霉 Aspergillus niger 是有机酸与酶制剂的重要工业生产菌株，以极端环境耐受性、高生产经济性、强

发酵鲁棒性与高食品安全性等优势成为不可多得的细胞工厂。合成生物学与系统生物学的快速发展，不仅拉开了
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全面揭示黑曲霉细胞工厂高效运转机制的序幕，而且为高效黑曲霉细胞工厂的创建优化提供了新技术体系。作为

新一代的基因组编辑技术，基于 CRISPR/Cas 系统的基因组编辑技术为黑曲霉基因组定向改造与基因表达调控带

来了革命性突破。本文重点综述该技术在黑曲霉中的最新进展及其在黑曲霉基因编辑与表达调控中的应用，并对

其未来发展方向进行展望。 

关键词: 黑曲霉，细胞工厂，CRISPR/Cas 系统，基因组编辑  
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Xiaomei Zheng1,2,3,4, Ping Zheng1,2,3,4, and Jibin Sun1,2,3,4 

1 Tianjin Institute of Industrial Biotechnology, Chinese Academy of Sciences, Tianjin 300308, China 

2 Key Laboratory of Systems Microbial Biotechnology, Chinese Academy of Sciences, Tianjin 300308, China 

3 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China 

4 National Technology Innovation Center of Synthetic Biology, Tianjin 300308, China 

Abstract:  Aspergillus niger is a vital industrial workhouse widely used for the production of organic acids and industrial 

enzymes. This fungus is a crucial cell factory due to its innate tolerance to a diverse range of abiotic conditions, high production 

titres, robust growth during industrial scale fermentation, and status as a generally recognized as safe (GRAS) organism. Rapid 

development of synthetic biology and systems biology not only offer powerful approaches to unveil the molecular mechanisms of 

A. niger productivity, but also provide more new strategies to construct and optimize the A. niger cell factory. As a new 

generation of genome editing technology, the Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)/CRISPR 

associated (Cas) system brings a revolutionary breakthrough in targeted genome modification for A. niger. In this review, we 

focus on current advances to the CRISPR/Cas genome editing toolbox, its application on gene modification and gene expression 

regulation in this fungal. Moreover, the future directions of CRISPR/Cas genome editing in A. niger are highlighted. 
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黑曲霉 Aspergillus niger 是重要的工业生产

菌株，广泛用于有机酸与酶制剂的生产[1]。在有

机酸生产方面，黑曲霉是柠檬酸[2]的主力生产菌

株，其生产的柠檬酸全球年产量达 200 万 t，产值

超过 20 亿美元，并以每年 5%的速度递增[2]。在

酶制剂方面，2015 年全球丝状真菌酶制剂的产值

约 35 亿欧元，其中，黑曲霉所生产的葡糖淀粉酶、

葡萄糖氧化酶与植酸酶等大宗酶制剂占有较大的

市场份额[3]。黑曲霉具有极端环境耐受性、高生

产经济性、强发酵鲁棒性和高食品安全性 (拥有

美国 FDA 的 GRAS 标识) 等，这些优势使得黑曲

霉成为不可多得的细胞工厂[4]。黑曲霉基因组信

息的公布与多组学数据的大量涌现，为揭示黑曲霉

细胞工厂高效运转机制提供了知识储备[4-5]。但这

些基于组学数据的高产机制假设还需在黑曲霉中 

进行分子验证，进而解析出分子机制。另外，在

黑曲霉细胞工厂创建与改造的过程中，往往涉及碳

源利用的优化、关键酶的表达强化、副产物途径的

敲除与弱化以及菌丝体形态优化等多个方面[2]，因

此，也往往涉及基因组中多个不同基因的改造。

由此可见，黑曲霉高效遗传操作的建立成为基因

功能研究与细胞工厂改造优化的限制瓶颈。 

近年来，基于 CRISPR/Cas 系统 (Clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 
(CRISPR)/CRISPR associated (Cas) genome editing 

system) 的基因组编辑技术，以其操作简单、靶

向特异、编辑高效、通用性广等优势广泛应用于

不同物种中[6]。在该技术中，Cas 蛋白在引导 RNA 

(Guide RNA，gRNA) 的招募下对基因组特定位点

切割，产生 DNA 双链断裂 (Double strand break，

DSB)[6]。在真核生物中，DSB 可通过体内 DNA
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修复系统如非同源末端连接 (Non-homologous 

end-joining，NHEJ) 或同源定向修复 (Homology 

directed repair，HDR) 得以修复，实现基因组原

位编辑 [6]。在 NHEJ 修复系统中，异源二聚体

Ku70-Ku80 结合于 DSB 的 DNA 末端，然后招募

DNA 依赖的蛋白激酶催化亚基 (DNA-dependent 

protein kinase catalytic subunit DNA-PKC) 与

DNA 连接酶 LigD 等，进行易错修复，引入不确

定数量的碱基插入或缺失，导致基因失活。当细

胞中存在供体 DNA (Donor DNA) 时，可由 HDR

系统以供体 DNA 为修复模板进行同源重组修复，

可对特定位点进行精确的基因编辑。利用 Cas 蛋

白、引导 RNA 与供体 DNA 的合理设计，来实现

基因组编辑。 

随着 CRISPR/Cas 系统的快速发展，黑曲霉

中也陆续建立了不同的基因组编辑技术体系。本

文聚焦于该技术在黑曲霉中的开发与应用，重点

综述不同技术体系中的关键设计策略，以及其在

黑曲霉细胞工厂基因编辑与表达调控上的应用。

最后，展望了该技术在黑曲霉细胞工厂改造优化

中的未来发展方向。  

1  基于 CRISPR/Cas 系统的黑曲霉基因组

编辑技术 

基于 CRISPR/Cas 系统的基因组编辑技术中，

核心组分主要包括 Cas 蛋白、引导 RNA 与供体

DNA 等。本节重点就该技术在黑曲霉中的开发优

化及其核心技术设计策略进行综述。 

1.1  Cas 蛋白 

天然 CRISPR/Cas 系统是细菌与古菌中的获

得性免疫系统，在 CRISPR 序列的引导下，Cas

蛋白或 Cas 蛋白复合体识别并切割降解外源入侵

的 DNA。根据 Cas 蛋白与识别作用机制的不同，

目前，CRISPR/Cas 系统可分为两大类 (Class 1

与 Class 2)，6 个不同类型 (TypeⅠ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、

Ⅴ、Ⅵ)[7]。第一大类 CRISPR/Cas 系统包括Ⅰ型、

Ⅲ型与Ⅳ型，由多个 Cas 蛋白共同形成 Cas 复合

体来参与外源 DNA 的识别与降解。而第二类

CRISPR/Cas 系统 (Ⅱ型、Ⅴ型与Ⅵ型) 则仅需一个

Cas 蛋白在 RNA 的介导下即可发挥干扰功能[7]。

因此，Ⅱ型系统中的 Cas9[8-10]、Ⅴ型系统中的

Cas12a (Cpf1)[11]已被用于黑曲霉基因编辑系统的

建立。Cas9 蛋白或 Cas12a 对基因组特定位点的切

割依赖于引导 RNA 中靶向 DNA 序列上游或下游

的 PAM (Protospacer adjacent motif) 序列。目前，

黑曲霉中常用的来源于酿脓链球菌 Streptococcus 

pyogenes 的 SpCas9 的 PAM 序列为 5′-NGG-3′[12]，

而来源于毛螺菌 Lachnospiraceae bacterium 的

LbCas12a (LbCpf1) 的 PAM 序列为 5′-TTTN-3′[13]。

因此，基于不同 Cas 蛋白的基因编辑技术为扩展

黑曲霉基因组的可编辑范围提供了技术支撑。 

Cas 蛋白的突变体及其与不同功能蛋白的融

合，可进一步扩展基因组编辑的能力。比如 Cas9

的核酸酶结构域 RuvC 与 HNH[12]，可分别对

gRNA 的 DNA 互补链与非互补链进行切割，位于

RuvC 结构域中的 D10A 突变体与位于 HNH 结构

域的 H840A 突变体可使相应的结构域失活，因此

使 Cas9 成为切口酶 nCas9，仅可对 DNA 进行单链

切割[12]。Huang 等[14]在 nCas9 (D10A) 的 N 端融合

了大鼠来源的胞嘧啶脱氨酶 APOBEC1，实现了不

依赖于供体 DNA 的黑曲霉基因组原位碱基突变。 

在黑曲霉中，建立 CRISPR/Cas 基因组编辑

技术时，Cas 蛋白的表达需要考虑以下 3 点：1)

由于 Cas 蛋白来源细菌或古菌，需要根据黑曲霉

密码子偏好性进行密码子优化以保证 Cas 蛋白的

正常翻译。2) 基因组编辑发生于细胞核，需在

Cas 蛋白的 N 端和 /或 C 端添加核定位信号

(Nuclear localization signal，NLS)，如来源于 SV40

病毒的 NLS (PKKKRKV)，以保证 Cas 蛋白的细

胞核定位[9]。3) 用于 Cas 蛋白表达的启动子，多

为组成型强启动子如 Ptef1[8]、PcoxA[15]与 PpkiA[16]

等，或诱导型启动子如 PglaA[17]等 (表 1)。 
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1.2  引导 RNA  

在细菌或古菌的天然 CRISPR/Cas 系统中，引

导 RNA 是以 CRISPR 阵列 (CRISPR array) 的方式

存在。比如，在 CRISPR/Cas9 系统中，CRISPR 阵

列转录形成crRNA的初级转录本，然后在RNase Ⅲ

的参与下加工为成熟的 crRNA[18]。crRNA 与反式激

活 RNA (tracrRNA) 结合形成 crRNA:tracrRNA 二聚

体后，被 Cas9 识别并结合[18]。在 CRISPR/Cas9

基因组编辑技术中，常常将 crRNA:tracrRNA 设计

为一条包含靶向信息的引导 RNA (Single guide 

RNA，sgRNA)，利用 sgRNA 中靶向 DNA 序列与

基因组特定位置的互补配对来定位 Cas9[12]。

sgRNA 中靶向 DNA 序列可利用 Cas-Designer 

(http://www.rgenome.net/cas-designer/)[19] 、 Cas- 

OFFinder (http://www.rgenome.net/cas-offinder/)[20]、

sgRNACas9 (https://sourceforge.net/projects/sgrna 
cas9/)[21]等软件分析来设计，以提高靶向编辑效率。 

黑曲霉非编码 RNA 转录调控机制的研究较

少，因此，sgRNA的表达成为建立基于 CRISPR/Cas

系统的基因组编辑技术的关键瓶颈问题。针对这一

问题，目前多个不同 sgRNA 表达策略陆续被报道，

主要分为体外转录[22-23]与 RNA 聚合酶Ⅱ或 RNA

聚合酶Ⅲ所识别的启动子介导的体内表达[8-10,15-16] 

(图 1，表 1)。在 sgRNA 的体外转录方面，Kuivanen

等[22-23]采用 T7 启动子在体外对 sgRNA 进行合

成，然后与 Cas9 表达质粒或 Cas9 重组蛋白共转

化至黑曲霉中来进行基因编辑 (图 1A，表 1)。这

一策略仅能用于瞬时编辑，且 sgRNA 稳定性与转

化效率也会影响基因组编辑效率[24]。 

在 RNA 聚合酶Ⅱ所识别的启动子介导的体

内表达方面，最早 Nodvig 等[8]利用来自于构巢曲

霉 Aspergillus nidulans 的 RNA 聚合酶Ⅱ所识别的

强启动子 PgpdA 来进行 sgRNA 的表达 (图 1B，   

表 1)。但由于 RNA 聚合酶Ⅱ用于小 RNA 转录时

往往引起通读，而严重影响 sgRNA 的构象，需在

sgRNA 的 5′-端与 3′-端添加可用于自我切割的核

酶。后续，Sarkari 等[15]也采用类似策略，以 PmbfA

用于 sgRNA 的表达。 

在 sgRNA 体内表达中，除 RNA 聚合酶Ⅱ所

识别的启动子外，目前 RNA 聚合酶Ⅲ识别的启动

子也不断被鉴定，并用于黑曲霉 sgRNA 的表达 

(图 1C，表 1)。Zheng 等[9]测试发现来源于人类、

酵母及黑曲霉内源的 PU6 均可实现黑曲霉 albA

基因的失活，但基因失活效率相对较低，仅为

15%–36%。Song 等[16]也测试了 37 个 tRNA 启动

子的 sgRNA 表达效果，发现除 tRNAGly5 以外，

其他 tRNA 启动子可起始 sgRNA 的转录，但基因

失活效率在 2%–13%之间。针对 sgRNA 表达水平

低的问题，Zheng 等[10]首次提出 5S rRNA 启动子

来起始 sgRNA 的转录，发现内源 5S rRNA 启动

子可显著提高 sgRNA 的表达水平，使基因靶向失

活效率达 100%。 

1.3  供体 DNA  

Cas 蛋白在 gRNA 的引导下产生 DSB 后，若

存在带有同源臂的供体 DNA，可在 HDR 系统下，

实现靶基因的定向精准编辑[25]。在丝状真菌中，

DNA 的 DSB 修复以非同源末端连接为主，同源

重组效率低于 5%[26-27]。在传统基因编辑中，通过

增加同源臂的长度可提高同源重组效率，比如在

黑曲霉 AB4.1 中，当同源臂的长度由 100 bp 提高

至 1 500 bp 时，基因敲除效率从 4%提高至

29%[27]。为简化供体 DNA 的构建，Zheng 等[10]

直接利用带有同源臂的引物一步 PCR扩增即可获

得 供 体 DNA ， 发 现 利 用 基 于 5S rRNA 的

CRISPR/Cas9 系统，即使短至 4 bp 的同源臂在野

生型与 NHEJ 失活菌株中的精准编辑效率也可分

别达到 75%与 100% (表 1)。Vanegas 等[11]也发现

借助 CRISPR/LbCpf1 系统，仅含有 60 bp 的同源

臂的无痕供体 DNA，也可实现荧光蛋白的定点插

入 (表 1)。除双链供体 DNA 外，超短的单链寡核

苷酸 DNA (Single stranded DNA，ssDNA) 也作为

供体 DNA 用于黑曲霉的碱基编辑[11,28-29] (表 1)。 
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图 1  基于 CRISPR/Cas9 系统的黑曲霉基因组编辑技术 
Fig. 1  CRISPR/Cas9 genome editing system in A. niger. Three sgRNA expression strategies have been established in      
A. niger. (A) sgRNA was expressed by in vitro transcription and co-transformed into A. niger protoplasts with the Cas9 
recombinant protein or Cas9 expression plasmids. (B) sgRNA was expressed under the control of promoters recognized by 
RNA polymerase Ⅱ, and then processed by the fused ribozymes. (C) sgRNA was expressed by the promoters recognized by 

RNA polymerase Ⅲ. sgRNA: single guide RNA; Cas9 RNP: Cas9/sgRNA ribonucleoprotein; HH: hammerhead ribozymes; 
HDV: hepatitis delta virus ribozymes. 

 
1.4  Cas 蛋白与引导 RNA 的转化方式  

外源 DNA 转化至黑曲霉细胞中是遗传改造

的关键环节。黑曲霉 DNA 转化方式主要包括原生

质体介导的转化、农杆菌介导的转化与电击转化

等。目前，原生质体转化是黑曲霉 CRISPR/Cas 基

因编辑技术中的主要转化方法[30]。基于 CRISPR/ 

Cas 系统的黑曲霉基因组编辑技术中，DNA 转化

方式也多采用原生质体转化的方法，根据转化组分

元件的不同，主要包括以下 3 种：1) Cas 蛋白表达

质粒与 sgRNA表达质粒或表达盒以DNA的方式共

转化至原生质体中，Cas 蛋白/sgRNA 的表达盒可

整合至基因组[9-10]，或存在于含有自主复制元件

AMA1 的质粒上[8] (表 1)。2) sgRNA 体外转录后，

以 RNA 的方式与 Cas 蛋白表达质粒共转化至原生

质体中，sgRNA 在体内瞬时存在 [23] (表 1)。3) 

sgRNA 通过体外转录获得，Cas 蛋白通过在大肠杆

菌中进行重组表达与纯化制备获得，sgRNA 与 Cas

蛋白首先在体外形成 RNP 复合体  (Cas/sgRNA 

ribonucleoprotein complex)，然后以蛋白-RNA 复

合体的方式转化至原生质体中，sgRNA 与 Cas 蛋

白在体内均为瞬时存在[31] (表 1)。 

Kwon 等 [32]在嗜热毁丝霉 Myceliophthora 

thermophila 中比对了 Cas 蛋白/sgRNA 表达质粒

的转化方式与 RNP 复合体的转化方式的优缺点，

为黑曲霉中 DNA 转化方式的选择提供了借鉴。

Kwon 等[32]发现通过质粒转化的方式在体内表达

Cas 蛋白与 sgRNA，需要构建针对不同靶序列的

sgRNA 的表达质粒，具有操作简单、质粒可长期

保存的优点；而使用转化 RNP 复合体的方式，需

要体外转录 sgRNA，对操作技术的要求相对较高。

另外，关于 Cas 蛋白和 sgRNA 的遗传稳定性，由

表达质粒携带的 Cas 蛋白与 sgRNA 可以在子代细
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胞中持续表达；而 RNP 复合体在细胞内为瞬时存

在，仅能满足瞬时编辑，但其优点是可降低 Cas

蛋白的脱靶风险。关于转化效率与基因编辑效率，

编辑多基因时，质粒转化效率较高，而不同 sgRNA

的 RNP 复合体的共转化效率则相对较低，因而导

致其多基因编辑效率较低。 

1.5  脱靶效应 

基于 CRISPR/Cas 系统的基因组编辑技术，

虽然操作简便，基因编辑效率相对较高，但其脱靶

风险 (Off-effect) 也值得引起关注。以 CRISPR/Cas9

系统为例，脱靶效应可主要与 Cas9/sgRNA 复合体

与基因组上目标基因的识别特异性相关。比如，

当 sgRNA 与非靶向序列存在错配碱基时，若 Cas9

仍可对这一非靶向序列进行识别，则会产生脱靶

效应。Fu 等[33]发现在人类细胞中 Cas9 可对存在

5 个错配碱基的非靶向序列进行切割，引起严重

的脱靶效应。因此，如何降低脱靶效应是基因组

编辑中的重要问题。 

目前，降低脱靶效应的策略主要包括筛选使

用高识别特异性 Cas 蛋白突变体、合理设计选择

sgRNA、调控 Cas 蛋白与 sgRNA 表达量、合理选

择 Cas 蛋白与 sgRNA 的转化方式等。首先，在

Cas 蛋白的识别特异性方面，Kleinstiver 等[34]筛选

获得了识别特异性高的 Cas9 突变体 SpCas9-HF1，

显著降低了 Cas9 与存在错配碱基的非靶向序列

的结合，从而降低了脱靶风险。其次，在 sgRNA

的靶序列设计方面，可借助 sgRNA 设计软件或脱

靶风险预测软件来分析靶向序列在基因组中的特

异性，通过选择高特异性与低脱靶风险的 sgRNA

来提高基因靶向编辑效率。比如，sgRNAcas9 软

件[21]可预测 sgRNA 中靶向 DNA 序列在基因组中

的潜在脱靶位点  (Potential off-target cleavage 

sites，POT)。再次，在调控 sgRNA 与 Cas 蛋白的

表达量方面，降低细胞中 sgRNA 与 Cas 蛋白的浓

度可能会降低脱靶风险[12]。Shen 等[35]通过设计严

谨人工开关自我调控 Cas9 蛋白转录与翻译水平，

可显著降低脱靶效率。最后，在 Cas 蛋白与 sgRNA

的转化方式方面，如上文所述，当 Cas 蛋白与

sgRNA 在体外组装后以 RNP 复合体的形式转化

到胞内时，由于其为瞬时存在，也可以降低脱靶

效率[32]。这些策略为降低黑曲霉基因组编辑脱靶

效应提供了有效的方案。 

2  黑曲霉基因组编辑技术的应用 

基于 CRISPR/Cas 系统的基因编辑技术可通

过 Cas 蛋白在基因组的特定位置引入 DSB，然后

利用体内 DNA 修复系统，可实现基因失活、基

因敲除、基因插入、碱基编辑以及基因表达调控

等 (表 1)。本节将就该技术在黑曲霉基因组编辑

与基因表达调控中的应用进行综述。 

2.1  基因失活与基因敲除 

基因失活与基因敲除是功能基因组研究与代

谢途径改造的重要方法。首先，基因失活可通过

NHEJ 系统介导的易错修复[8]、HDR 系统介导基

因内部插入一段供体 DNA[10]、单链寡核苷酸供体

中引入一个终止密码子或移码突变[11]等不同策略

来实现 (表 1)。在建立基因组编辑技术时，常通

过 NHEJ 系统介导的易错修复来失活具有明显表

型变化的基因来测试基因组编辑的效果，如参与

孢子色素合成的 albA 基因  (黑色孢子 /白色孢

子)[8]、brnA 基因 (黑色孢子/棕色孢子)[36]，或者

营养缺陷筛选标记 pyrG 基因[17]。 

基因敲除通常是指基因组中目标基因的去

除。比如，Kuivanen 等[23]利用 1 500 bp 同源臂介

导的同源重组与体外转录 sgRNA 的方式对转录

组预测出的半乳糖二酸 (Galactaric acid) 分解途

径的基因进行敲除，鉴定出半乳糖二酸下游降解

的关键基因 (表 1)。另外，基因敲除还可通过“双

切割 (Two-CUT)”策略来实现，即在靶基因 (簇) 

的上下游分别设计相应的靶序列来构建相应
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sgRNA，引导 Cas 蛋白在靶基因的上下游两个位

点同时进行切割，然后利用同源重组来敲除靶基

因。Zheng 等[10]利用这一“双切割 (Two-CUT)”

策略成功实现长至 48 kb 基因簇的敲除。为实现

基因的无痕敲除，van Leeuwe 等[36]以上下游同源

臂融合的无筛选标记供体 DNA 为修复模板，在

NHEJ 失活菌株中，成功实现靶基因的无痕敲除；

Leynaud-Kieffer 等[37]通过在筛选标记 pyrG 基因

的上下游引入一段 300 bp 的同向重复序列，利用

5′-氟乳清酸的反向筛选，实现了靶基因的无痕敲

除 (表 1)。 

2.2  基因插入  

基因插入是细胞工厂构建中的重要基因编辑

方式，可实现关键基因或代谢途径的定点插入、

荧光蛋白标签的原位基因融合等。在基因的定点

插入方面，Sarkari 等[15]利用 CRISPR/Cas9 系统结

合 pyrG 筛选标记断裂技术，建立可定向在 pyrG

基因位点插入外源基因表达盒的基因插入策略，

将来源于土曲霉Aspergillus terreus的线粒体顺乌头

酸转运蛋白插入到 pyrG 位点后，改变黑曲霉的中

心代谢途径，造成顺乌头酸的胞外积累 (表 1)。在

基因的多位点插入方面，Kuivanen 等[31]通过将细菌

来源的糖醛酸脱氢酶 (Uronate dehydrogenase，

UDH) 的表达盒直接插入至半乳糖酸竞争途径的

3 个关键酶中，成功实现了竞争途径的失活与前

体供给的强化 (表 1)。另外，在基因的无痕插入

方面，Vanegas 等[11]测试发现 CRISPR/LbCpf1 系

统可在 albA 基因的内部无痕插入红色荧光蛋白 

(表 1)。荧光蛋白的原位融合可实现对靶基因的亚

细胞定位跟踪分析或不同条件下的靶基因表达变

化的直观表征[38]。 

2.3  碱基编辑 

基因组的定向碱基编辑可通过供体 DNA 的

设计与 Cas 融合蛋白的设计这两种不同的方式来

实现。在通过供体 DNA 引入碱基编辑方面，首

先，Nodvig 等[29]发现含有突变的 90 nt 的单链寡

核苷酸供体 DNA 可在曲霉基因组中引入碱基突

变 (表 1)。后续，Alazi 等[28]黑曲霉中利用带有突

变的供体 DNA 可成功在转录因子 GaaR 中引入

W361R，导致果胶酶的持续表达 (表 1)。最近，

Kun 等[39]进一步发现 60 nt 的单链寡核苷酸供体

DNA 也可成功在转录因子 XlnR 与 GaaR 中引入

点突变 (表 1)。在通过 Cas 融合蛋白来突变基因

组中的碱基方面，如前所述，Huang 等 [14]通过

nCas9 (D10A) 与胞嘧啶脱氨酶 APOBEC1 的融

合，可将 sgRNA 靶序列的胞嘧啶 C 突变为胸腺

嘧啶 T，编辑窗口为第 4–9 位的胞嘧啶 C，根据

基因的不同，碱基突变的效率可达到 47.36%–100% 

(表 1)。 

2.4  基因表达调控  

除基因序列的定向编辑外，基因表达调控也

是细胞工厂构建与优化的重要方式。由于启动子

是调控基因表达的重要元件，基因表达调控首先

可通过利用同源重组将目标基因的天然启动子替

换为目标强度的启动子来实现。其中，诱导启动

子的替换是基因表达优化与基因功能定量分析

的有力方法。Zhang 等[17]将黑曲霉 pyrG 基因的

启动子原位替换为 Tet-on 诱导启动子，利用不同

诱导剂的添加获得 pyrG 表达水平与柠檬酸发酵

的定量关系 (表 1)。类似地，Cairns 等[40]定量分

析了 γ-衔接蛋白 AplD 的表达与黑曲霉菌球形态

与菌丝发育的关系。其次，基于 CRISPR/Cas 系

统的转录调控还可利用 dCas 蛋白与转录激活域

或转录抑制域的融合蛋白。目前，Roux 等[41]已

在构巢曲霉中通过将 dLbCas12a (D156R) 与转

录激活域 VPR (VP64-P65ad-Rta) 融合，建立了

可激活靶基因转录的 CRISPRa 系统。这些基于

CRISPR/Cas 系统的转录调控策略为黑曲霉细胞

工厂中代谢途径的精细调控与动态调控提供了

技术支撑。 
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3  总结与展望 

自 2015 年，Nodvig 等[8]首次在黑曲霉中建立

基于 CRISPR/Cas9 系统的基因组编辑技术。在短

短 5 年间，黑曲霉基因编辑调控技术不断快速地

开发优化，在 Cas 蛋白、sgRNA、供体 DNA 与转

化方式等方面都涌现出了不同的设计策略，打破

了黑曲霉高效遗传操作的屏障，使黑曲霉基因组

中的基因失活、基因插入、碱基编辑与启动子替

换等基因编辑与表达调控得以实现，进而为黑曲

霉基因研究与细胞工厂的构建优化提供了丰富的

技术工具。 

针对黑曲霉细胞工厂的机制解析与构建优化

的需求，无痕基因编辑、多基因编辑、基因表达

的精细调控是黑曲霉基因组编辑技术的重要发展

方向。在无痕基因编辑方面，随着黑曲霉基因组

编辑技术的发展，无痕供体 DNA 的设计将成为

实现基因无痕编辑的重要方法[11,28-29,36]。另外，

针对黑曲霉基因组编辑过程中组分元件的残留问

题，虽然 Cas 蛋白与 sgRNA 在体外形成 RNP 复

合体后，再转化至黑曲霉中介导的瞬时编辑可解

决这一问题，但其编辑效率相对较低且操作相对

繁琐[31]。因此，采用带有 AMA1 自主复制元件的

Cas/sgRNA 表达质粒[8]，在基因组编辑后，再进

行质粒丢失，成为解决组分元件残留的有效策略。

在多基因编辑方面，多个 sgRNA 表达盒的设计与

共转化效率是黑曲霉多基因同时编辑效率的重要

影响因素[42]。最后，在基因表达的精细调控方面，

启动子替换是基因表达调控的有效策略，尤其是

利用 Tet-on 诱导启动子[43]等可通过诱导剂的添加

可获得靶基因的最优表达水平。此外，CRISPRa

与 CRISPRi 系统也可成为多基因协同表达调控的

重要策略[42]。综上所述，基于 CRISPR/ Cas 系统

的基因组编辑技术的不断发展将大大推动黑曲霉

高效运转分子机制的研究，并进一步加速黑曲霉

细胞工厂的系统改造优化。 
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